急性髓系白血病（AML）是一组异质性非常强的血液系统恶性肿瘤。WHO 2008分型[@b1]将AML做了非常细致的分类。EVI1（Ecotropic virus integration site 1，逆转录病毒整合位点1）基因又称为MECOM基因，于1988年作为鼠白血病原病毒的插入位点基因而被认识。EVI1基因过表达见于8%\~12％的AML患者，并导致不良的预后[@b2]--[@b3]。国内有关EVI1基因表达及与临床和细胞遗传学关系的研究很少[@b4]--[@b5]。深入研究EVI1高表达患者的临床和细胞遗传学特征，有利于提高患者的缓解率，改善预后。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2007年1月至2015年4月于我院血液科经MICM分型[@b1]确诊并住院接受治疗的留存骨髓标本的447例AML患者纳入研究。收集所有患者人口学、血细胞计数、细胞形态学、染色体R显带分析、29种白血病融合基因定性分析、AML常见基因突变（FLT3-ITD、FLT3-TKD、NPM1、DNMT3A、CEBPA、CKIT）分析以及治疗和随访信息。其中男265例，女182例，男、女比例为1.05∶1。中位年龄39（8\~77）岁。以12名18\~50岁正常志愿者骨髓标本为健康对照。所有标本留存和临床试验治疗均获患者或其家属知情同意。患者接受标准蒽环类联合阿糖胞苷的"3+7"方案治疗，部分患者采用小剂量阿糖胞苷联合阿克拉霉素、G-CSF的CAG联合方案，如果患者1个疗程未能获得完全缓解（CR），则采用CAG或者大剂量阿糖胞苷为主的二线方案化疗（另有37例患者仅同意姑息治疗）。缓解后采用中高剂量阿糖胞苷或者标准"3+7"方案巩固化疗，中高危组的患者如果具备条件则行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）。随访至2015年6月30日，中位随访26 (2\~60）个月，追踪疾病进展和生存情况。

2．实时定量PCR（RQ-PCR）法检测EVI1 mRNA表达水平：设计EVI1的通用引物，基本包含了主要的EVI1剪切形式，并建立绝对定量检测的方法和质控，以胆色素原脱氨酶（Porphobilingen deaminase，PBGD）为内参基因，对患者和志愿者的总EVI1的表达进行检测[@b6]。EVI1和PBGD的引物和探针序列见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### EVI1和PBGD的引物和探针序列

  基因   引物和探针序列（5′→3′）
  ------ -------------------------------------
  EVI1   上游引物：ACCCACTCCTTTCTTTATGGACC
         下游引物：TGATCAGGCAGTTGGAATTGTG
         探针：TGAGGCCTTCTCCAGGATTCTTGTTTCAC
  PBGD   上游引物：GGCAATGCGGCTGCAG
         下游引物：GGGTACCCACGCGAATCAC
         探针：CATCTTTGGGCTGTTTTCTTCCGCC

3．cutoff值的设定：分析其中151例处于CR期并接受清髓性allo-HSCT的患者，采用文献[@b7]的方法，通过Log-rank检验分析不同cutoff取值下的风险比（*HR*）和*P*值，采用更大的*HR*或更小的*P*值确认cutoff值。高于cutoff值者判定为EVI1基因高表达，低于cutoff值者判定为EVI1基因低表达。

4．采用二代测序法进行髓系肿瘤相关基因突变谱的分析：2012年，Vera等[@b8]汇总了ASXL1、BCOR等一组和髓系肿瘤发病相关的基因。据此，我们采用二代测序技术对73例AML患者进行了31种髓系肿瘤相关基因突变谱的检测，并分析了EVI1基因高表达和低表达组基因突变谱的差异。

5．统计学处理：患者人口学资料、临床特征、FAB分型、细胞遗传学分型、分子遗传学和突变、RQ-PCR定量等资料的比较采用Wilcoxon秩和检验（连续性变量）、卡方或者Fisher精确检验（分类变量）。无白血病生存（LFS）采用Kaplan-Meier分析方法和Log-rank检验。采用图形界面的基于R软件（核心程序3.1.1）的EZR开源软件以及Graphpad Prism 6进行统计[@b9]。

结果 {#s2}
====

一、EVI1表达的分布和cutoff值的确定

12名健康志愿者骨髓单个核细胞的EVI1 mRNA水平的测定值为（1 198.428±1 266.043）/10^4^ PBGD。447例AML患者中不同细胞遗传学组别EVI1基因表达水平见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。cutoff值分别取1、5、10、15时，151例CR后行allo-HSCT患者LFS曲线比较的*P*值分别为0.149、0.054、0.012和0.012。因此我们定义cutoff取值为基线水准的10倍。

![依据染色体核型分组EVI1相对正常骨髓均值表达的分布](cjh-37-11-936-g001){#figure1}

二、患者一般资料以及FAB分型资料的比较

患者人口学资料、临床特征见[表2](#t02){ref-type="table"}。在447例AML患者中，EVI1基因高表达者为80例（17.9%）；低表达者为367例（82.1%）。两组患者年龄、性别、外周血HGB、WBC和PLT水平及骨髓原始细胞比例差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。FAB分型方面，EVI1基因高表达组M~0~、M~5~、M~6~患者比例显著高于低表达组（*P*值分别为0.027、0.004和0.011），两组M~1~、M~2~、M~3~比例显示出有差异的趋势（*P*值分别为0.069、0.081、0.076），尤其可以看到，M~3~在EVI1基因高表达组中未见，而在低表达组有14例。两组患者的原发、骨髓增生异常综合征（MDS）转化的白血病比例差异也有统计学意义，但由于MDS转化以及治疗相关AML的例数较少，难以分析。

###### 447例急性髓系白血病（AML）患者EVI1基因表达及与临床特征的关系

  特征                              高表达组（80例）        低表达组（367例）      *P*值
  ------------------------------ ----------------------- ----------------------- ----------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]              42（8\~69）             39（8\~77）        0.943^a^
  性别（例，男/女）                       49/31                  216/151          0.693^b^
  HGB\[g/L，*M*（范围）\]             79（31\~140）           83（38\~147）       0.821^b^
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]     19.6（1.0\~305.0）      30.1（1.0\~385.0）     0.200^b^
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]        31（6\~758）            36（1\~355）        0.688^b^
  骨髓原始细胞\[*M*（范围）\]     0.610（0.110\~0.990）   0.665（0.090\~0.990）   0.094^a^
  FAB亚型\[例（%）\]                                                             
   M~0~                                 2（2.5）                1（0.3）          0.027^b^
   M~1~                                 6（7.5）               56（15.3）         0.069^b^
   M~2~                                18（22.5）              119（32.4）        0.081^b^
   M~3~                                     0                   14（3.8）         0.076^b^
   M~4~                                11（13.8）              66（18.0）         0.364^b^
   M~5~                                30（37.5）              81（22.1）         0.004^b^
   M~6~                                 7（8.8）                10（2.7）         0.011^b^
   M~7~                                 1（1.3）                1（0.3）          0.235^b^
   未分型                               1（1.3）                16（4.4）         0.188^b^
  原发AML                              76（95.0）              364（99.2）        0.006^b^
  继发AML                               3（3.8）                1（0.3）          0.003^b^
  治疗相关AML                           1（1.3）                2（0.5）          0.484^b^

注：^a^秩和检验；^b^卡方检验

三、细胞遗传学资料和AML常见突变资料的比较

按照通常的分类方法，将细胞遗传学类型分为13组，因在80例EVI1基因高表达的患者中，发现5例患者存在重现性11p15重排，所以将11p15也加入分析。在EVI1基因高表达组中，11p15重排、11q23/MLL重排、3q26重排、−7/7q−、t (9;11）核型的比例均显著高于低表达组（*P*值分别为\<0.001、\< 0.001、\<0.001、0.001、0.014）。而正常核型、inv (16）、t(8;21）在EVI1基因低表达组的比例显著高于高表达组，差异具有统计学意义（*P*值分别为0.001、0.009、0.002）。对于Ph染色体和t (15;17），则分别表现出在高表达和低表达组中比例增高的趋势（*P*值分别为0.093和0.088）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### EVI1基因高表达和低表达急性髓系白血病患者的细胞遗传学和分子生物学资料比较\[例（％）\]

  特征                    高表达组（80例）   低表达组（367例）    *P*值
  ---------------------- ------------------ ------------------- ---------
  细胞遗传学异常                                                
   11p15                      5（6.3）               0           \<0.001
   11q23/MLL                 19（23.8）          5（1.4）        \<0.001
   3q26                       4（5.0）               0           \<0.001
   −7/7q−                     7（8.8）           6（1.6）         0.001
   8三体                      2（2.5）           5（1.4）         0.458
   正常核型                  18（22.5）         153（41.7）       0.001
   复杂核型                   5（6.3）           16（4.4）        0.469
   inv（16）/CBFβ                0               29（7.9）        0.009
   t（8;21）/AML1-ETO         1（1.3）          48（13.1）        0.002
   其他核型                   7（8.8）          38（10.4）        0.666
   t（9;11）                  3（3.8）           2（0.5）         0.014
   Ph 染色体                  2（2.5）           2（0.5）         0.093
   t（15;17）/PML-RARα           0               13（3.5）        0.088
   未知                       7（8.8）          50（13.6）        0.236
  细胞遗传学危险度                                              
   低危                       1（1.3）          90（24.5）       \<0.001
   中危                      33（41.3）         197（53.7）       0.044
   高危                      39（48.8）          30（8.2）       \<0.001
   不详                       7（8.8）          50（13.6）        0.236
  突变类型                                                      
   FLT3-ITD（+）              6（7.5）          68（18.5）        0.016
   FLT3-TKD（+）              1（1.3）           18（4.9）        0.142
   NPM1（+）                  1（1.3）          62（16.9）       \<0.001
   c-Kit（+）                 1（1.3）           32（8.7）        0.021
   CEBPA（+）                 4（5.0）          43（11.7）        0.076
   DNMT3A（+）                   0               24（6.5）        0.019
   不详                      16（20.0）          33（9.0）        0.004
  基于NCCN的危险度分层                                          
   低危组                        0              91（24.8）       \<0.001
   中危组                    20（25.0）         133（36.2）       0.055
   高危组                    40（50.0）         67（18.3）       \<0.001
   不详                      19（23.8）         66（18.0）        0.234

注：FLT3-ITD: FLT3内部串联重复；FLT3-TKD: FLT3酪氨酸激酶域

将患者分为细胞遗传学低、中、高危组，三组在EVI1基因高表达和低表达患者中的分布差异有统计学意义，EVI1基因高表达组细胞遗传学高危患者比例较高，低表达组中则低危患者比例较高（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

从常见的AML突变谱来看，两组的未行突变检测的患者比例有较大差异（分别为20.0％和9.0%，*P*=0.004），影响结果的解读。但大致可以看出，EVI1基因高表达组各型突变的发生率均较低表达组偏低，对预后有利影响的NPM1突变在高表达组仅见到1例，而在低表达组却占到17.0%，差异有统计学意义（*P*\<0.001）。

基于NCCN危险度分层[@b10]的各危险度在两组中的分布差异有统计学意义。低危患者未在EVI1基因高表达组中见到；中危患者在高、低表达组中分别占25.0％和36.2%（*P*=0.055），高危患者则分别占50.0％和18.3%（*P* \<0.001）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

四、73例AML患者31种髓系肿瘤相关基因突变情况比较

对选送的73例AML标本行31种髓系肿瘤相关基因突变（包含了ASXL1、BCOR、BCORL1、BRAF、CBL、DNMT3A、ETV6、EZH2、FLT3、IDH1、IDH2、JAK2、KDM6A、KIT、KRAS、NORTCH1、NPM1、NRAS、PHF6、PRPF40B、PTPT11、RUNX1、SF1、SF3A1、SF3B1、SRSF2、TET2、TP53、U2AF1、U2AF2、ZRSR2）的二代测序结果显示：以上31种基因突变频率在EVI1基因高表达和低表达组中差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

五、EVI1基因高表达组常见的染色体核型异常分析

1．MLL重排：对MLL重排患者进行EVI1表达、FAB分型、对手基因的分布和缓解率分析，结果如[表4](#t04){ref-type="table"}所示。MLL重排占EVI1基因高表达组的23.8%。EVI1基因高表达的MLL重排患者M~5~比例较高，但差异无统计学意义（*P*=0.231），而t (11;19）（q23;p13）和t (6;11）（q27;q23）核型在EVI1基因高表达组比例较高（*P*=0.077）。两组患者的CR率差异接近有统计学意义（*P*=0.061）。

###### MLL重排阳性患者EVI1表达、FAB分型、对手基因的分布和缓解率分析

  组别              例数   FAB分型（例）   染色体核型（例）   CR率（%）                                   
  ---------------- ------ --------------- ------------------ ----------- --- ---- --- --- --- --- --- --- ------
  EVI1基因高表达     22          1                3               3       2   12   1   0   6   9   2   2   36.7
  EVI1基因低表达     7           0                1               2       0   2    1   1   2   1   3   1   71.4

注：t-AML：治疗相关急性髓系白血病；CR：完全缓解

2．−7/7q−异常：−7/7q−是EVI1基因高表达患者中另一常见核型异常。−7/7q−异常患者EVI1表达、FAB分型、附加染色体异常的分布和缓解率见[表5](#t05){ref-type="table"}。由于例数少，两组的分布情况难以得出结论，初步可以看到EVI1基因高表达并未影响到−7/7q−AML患者的CR率，两者均不足30%。

###### −7/7q−异常患者EVI1表达、FAB分型、附加染色体异常的分布和完全缓解（CR）情况

  组别              例数   FAB分型（例）   染色体异常（例）   CR率（%）                                  
  ---------------- ------ --------------- ------------------ ----------- --- --- --- --- --- --- --- --- ------
  EVI1基因高表达     6           1                1               1       1   2   4   1   1   0   0   1   28.5
  EVI1基因低表达     6           0                2               1       3   0   1   0   0   1   2   2   25.0

3．单体核型：单体核型是AML中预后不良的独立影响因素。447例患者中单体核型19例，其EVI1基因表达、染色体异常的分布和缓解率见[表6](#t06){ref-type="table"}。其中EVI1基因高表达组中有更高比例的单体核型分布（*P*=0.002）。此外，可以看出7号单体在EVI1基因高表达组中的比例更高，差异接近有统计学意义（*P*=0.096）。

###### 单体核型患者EVI1表达、染色体异常的分布和完全缓解（CR）情况

  组别              例数   单体缺失数目类型（例）   染色体核型\[例（%）\]   CR率（%）                                          
  ---------------- ------ ------------------------ ----------------------- ----------- --- ----------- ----------- ----------- ------
  EVI1基因高表达     9               3                        4                 1       1   7（77.8）   1（11.1）   1（11.1）   44.4
  EVI1基因低表达     10              1                        5                 0       4   4（40.0）   2（20.0）   0（0.0）    70.0

六、EVI1基因高表达对患者缓解率的影响

EVI1基因高表达组80例患者中，1个疗程诱导治疗CR 30例，2个疗程诱导治疗CR 18例，未缓解者为32例。低表达组330例患者中，1个疗程诱导治疗CR 229例，2个疗程诱导治疗CR 44例，未缓解者为57例。两组1个疗程CR率分别为37.5％和69.4%，差异有统计学意义（*P*\<0.001）。

七、移植对EVI1基因高表达患者预后的影响

1\~2个疗程获得CR的47例EVI1基因高表达患者中，37例接受allo-HSCT治疗，10例接受巩固化疗，两组的LFS率差异有统计学意义（*P*=0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![EVI1基因高表达患者缓解后接受化疗和异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）组的无白血病生存曲线](cjh-37-11-936-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

EVI1基因定位于3q26.2位点，编码锌指蛋白行使造血干细胞自我更新以及维持长期造血的功能[@b11]--[@b13]。众多国外研究已经验证了EVI1表达为AML不利的预后因素[@b2]--[@b3]。EVI1基因高表达不仅出现于3q26重排患者，而更加广泛地出现在伴其他核型AML患者，常见好发核型包括−7异常、11q23/MLL重排，甚至还有很多正常核型的AML患者也有一定比例的EVI1基因高表达[@b7],[@b14]--[@b15]。总体而言，EVI1基因高表达患者占AML群体约10%。这方面国内缺少相对大宗的报道，本研究纳入的447例AML患者，年龄范围为8\~77岁，具有较为广泛的代表性。EVI1基因总体阳性比例占17.9%，较国外众多报道略高。可能原因之一是我们纳入了相对较多的60岁以上的老年患者。EVI1本身具有两段不同的转录起始点，相隔可达500 bp，上游的转录起始位点为MDS1，下游为EVI1，它可以存在多种剪切形式，产生约10种mRNA。多种EVI1剪切型给常规较大规模筛查AML的EVI1基因表达带来不便。我们因此设计了EVI1基因的通用引物，能够扩增大多数EVI1基因的剪切体。

从患者FAB亚型分布来看，EVI1基因高表达组M~5~比例显著增高，而M~3~未见，这和国外多宗的研究一致。此外，治疗相关和MDS转化的AML患者由于例数较少，仍需要扩大样本量继续研究。从细胞遗传学资料来看，高表达EVI1和3q26重排、7号单体、11q23重排、t (9;11）密切相关。7号单体和11q23\[含t (9; 11）\]在EVI1基因高和低表达组中均有一定比例，提示此两者可能有某些相似的表达方式。此外本组5例11p15重排患者也高表达EVI1基因，此前国际上仅Eguchi-Ishimae等[@b16]报道3例11p15重排AML患者EVI1基因高表达。低危核型组罕见EVI1基因高表达。从突变的比例来看，NPM1突变也几乎未在EVI1基因高表达者中检出，此和Ho等[@b17]研究结果一致。国外报道3q26或MLL重排患者常伴有KRAS和NRAS突变[@b18]--[@b19]，我们分析70余例AML患者髓系肿瘤相关基因突变，未发现此两种突变在不同EVI1基因表达组的差别。

本组患者中EVI1基因高表达组1个疗程CR率不到50%，显著低于低表达组，提示针对高表达的AML需要考虑其他的治疗方案，包括allo-HSCT或者未来的靶向治疗，提高诱导治疗效果以及争取获得长期生存。在MLL重排的患者中，EVI1基因高表达的患者CR率也低于低表达组，显示了EVI1基因对MLL重排患者的不利影响和MLL重排的异质性，这一点也和国外的报道相符合[@b14]。由于国内化疗方案出于各种因素难以标准化，难以量化EVI1基因表达对AML预后的影响，我们在本课题的另一研究方向，选取缓解期的AML患者，进行EVI1基因表达对allo-HSCT治疗预后影响的分析，证实了EVI1基因表达在缓解期行allo-HSCT治疗的AML患者中的预后意义：单因素分析发现EVI1基因过表达对患者获得更佳的LFS和总生存不利，而多因素分析印证了EVI1基因表达水平是影响的独立预后因素却非总生存的独立预后因素[@b6]。

综上，利用设计合理的引物可以对初诊AML患者进行EVI1基因表达筛查，EVI1基因高表达与特定核型有一定关系，治疗缓解率低，建议行allo-HSCT治疗改善预后。
